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RESUMEN 
 
El cáncer de mama sigue siendo una de las principales causas de muerte en mujeres 
en el mundo. Actualmente, la búsqueda de compuestos nuevos con actividad antitumoral, 
con menos efectos adversos y el desarrollo de métodos para evaluar su toxicidad es un 
área de intensa investigación. En este estudio se implementó la preparación y el cultivo 
de explantes de tumor mamario, los cuales fueron obtenidos a partir de rebanadas de tejido 
tumoral. Para validar el modelo se analizó el efecto del antineoplásico paclitaxel a 
diferentes concentraciones y posteriormente se seleccionó la concentración de 20 µg/mol 
para utilizarlo como control de referencia al evaluar la actividad del ácido cafeico, ácido 
ursólico y ácido rosmarínico, los cuales son compuestos que han sido identificados en 
productos naturales como agentes quimiopreventivos, antioxidantes e inhiben el 
crecimiento de algunas líneas celulares de cáncer de mama. A partir de muestras de cáncer 
de mama se prepararon rebanadas de tejido utilizando los rebanadores de tejidos 
Krumdieck® y Brendel-Vitron®; de estas rebanadas, se obtuvieron explantes de 4 mm y 
se incubaron con los compuestos seleccionados. La viabilidad se analizó por los ensayos 
de Azul Alamar, liberación de LDH, y criterios histopatológicos. Los resultados mostraron 
que la viabilidad de los explantes cultivados en presencia de paclitaxel (control positivo) 
disminuyó significativamente (ܲ <0.05); sin embargo, las muestras de tumor respondieron 
de manera diferencial a cada compuesto. Cuando los explantes se co-incubaron con 
paclitaxel y los agentes bioactivos, se observó un efecto sinérgico. Este estudio muestra 
que el cultivo ex vivo de explantes de cáncer de mama ofrece una alternativa adecuada 
para evaluar compuestos naturales o sintéticos con propiedades antitumorales dentro del 
complejo microambiente tumoral. 
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ABSTRACT 
 
Breast cancer is the leading cause of death in women worldwide. The search for 
novel compounds with antitumor activity, with less adverse effects and higher efficacy, 
and the development of methods to evaluate their toxicity is an area of intense research. 
In this study we implemented the preparation and culture of breast tumor explants, which 
were obtained from precision-cut breast tumor slices. In order to validate the model, the 
effect of different concentrations of paclitaxel antineoplastic was analyzed and then the 
concentration of 20 µg/ml was selected for use as a reference control to evaluate the 
activity of caffeic acid, ursolic acid and rosmarinic acid, which are compounds that have 
been identified in natural products, act as chemopreventive, they are antioxidants and 
inhibit the growth of some breast cancer cells. Using the Krumdieck® and Brendel-Vitron® 
tissue slicers, precision-cut tissue slices were prepared from breast cancer samples; from 
these slices, 4mm explants were obtained and incubated with the selected compounds. 
Viability was assessed by Alamar Blue assay, LDH release, and histopathological criteria. 
Results showed that the viability of the explants cultured in the presence of paclitaxel 
(positive control) decreased significantly (ܲ < 0.05); however, tumor samples responded 
differently to each compound. When the explants were coincubated with paclitaxel and 
compounds, a synergic effect was observed. This study shows that ex vivo culture of breast 
cancer explants offers a suitable alternative model for evaluating natural or synthetic 
compounds with antitumor properties within the complex microenvironment of the tumor. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
El cáncer es la principal causa de mortalidad en el mundo, con 8.2 millones de 
muertes y 14.1 millones de nuevos casos registrados durante 2012 solamente. El cáncer 
de mama es el más frecuente en las mujeres y posee la morbilidad y mortalidad más 
elevadas (Ferlay 2013; W.H.O. 2012). 
 
Las terapias convencionales contra el cáncer incluyen la cirugía, la radioterapia y 
la quimioterapia. Aunque este último es ampliamente utilizado, en la mayoría de los 
casos produce efectos secundarios indeseables, quimiorresistencia y/o recurrencia del 
cáncer después del tratamiento (Vera-Ramirez et al. 2013). Así, diferentes grupos de 
investigación se centran en la búsqueda de nuevos fármacos o compuestos contra el 
cáncer (Morrissey et al. 2010; Du et al. 2011), mientras que otros están desarrollando 
metodologías para la evaluación de estos nuevos compuestos (Kang et al. 2009; Wang et 
al. 2012; Yang et al. 2012). 
 
Uno de los enfoques actuales para la investigación de nuevos compuestos 
antineoplásicos o quimiopreventivos se basa en la investigación de productos naturales. 
Esto es debido a que algunos de estos compuestos inhiben la proliferación celular y 
promueven la apoptosis en diversos tipos de células tumorales, incluyendo las células de 
cáncer de mama. Además, es bien sabido que aproximadamente el 60% de los fármacos 
administrados en el tratamiento del cáncer se aislaron a partir de productos naturales 
(Alonso-Castro et al. 2011; Bai et al. 2011; Berdowska et al. 2013). Para el propósito de 
este estudio, se seleccionaron tres compuestos de origen natural que poseen actividades 
antitumorales y quimioprotectores, es decir, ácido cafeico (CA), ácido ursólico (UR), y 
ácido rosmarínico (RS). Estos compuestos bioactivos se encuentran presentes en frutas, 
verduras, plantas medicinales y especies culinarias (Stagos et al. 2012; Kaefer y Milner 
2008; Link et al. 2010). 
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Por otro lado, la actividad antitumoral y los mecanismos implicados en la 
inhibición de la carcinogénesis mediada por nuevos compuestos con potencial 
antineoplásico deben ser evaluados y validados utilizando sistemas que admitan 
extrapolar sus efectos en seres humanos. Por lo tanto, es importante utilizar modelos 
experimentales que permitan analizar de manera adecuada y reproducible los efectos de 
los compuestos bioactivos en muestras de tumores donde se conserve microambiente 
tumoral. Conde et al., sugieren que para estudiar el comportamiento de los tumores es 
necesario mantener o reconstituir un ambiente similar del tumor in situ (Conde et al. 
2012). 
 
Desde el punto de vista experimental, una manera de preservar la arquitectura del 
tejido con poca o ninguna manipulación es a través del cultivo organotípico de tejidos 
tumorales intactos y frescos. Las rebanadas de tejido, son uno de los métodos utilizados 
recientemente que cumplen con estas características, con la ventaja adicional de que 
representan un sistema intermedio entre los modelos in vivo e in vitro y que ofrecen una 
nueva perspectiva a los resultados obtenidos con las líneas celulares. Las rebanadas de 
tejido contienen prácticamente todas las células del tejido en estudio, conservan la 
estructura histológica y en tres dimensiones (3D), con interacciones inter y 
extracelulares, componentes de la matriz celular, y, lo más interesante, capacidad 
metabólica. 
 
Utilizando el cultivo organotípico ex vivo de explantes de cáncer de mama 
tratadas con ácido cafeico, ácido ursólico, ácido rosmarínico y paclitaxel (TX) 
encontramos que este modelo es un sistema alternativo para el estudio de la actividad 
contra el cáncer y/o evaluación del potencial sinérgico de los productos naturales. Los 
explantes cultivados conservan su morfología típica y viabilidad durante al menos 3 días. 
Con este método, un número suficiente de rebanadas y explantes se puede obtener a 
partir de cantidades mínimas de tejido, lo que permite el estudio de varios compuestos 
dentro de una sola muestra tumoral. 
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2. ANTECEDENTES 
 
2.1 Cáncer de mama y agentes antineoplásicos  
El cáncer es la principal causa de mortalidad a nivel mundial, se le atribuyen 8.2 
millones de las defunciones ocurridas en el 2012. Según datos y predicciones de la 
Organización Mundial de la Salud, las muertes por cáncer seguirán aumentando en todo 
el mundo y alcanzarán la cifra de 19.3 millones en el 2025. Dentro de los tipos 
tumorales más frecuentes, el cáncer de mama es el de mayor morbilidad y mortalidad en 
mujeres, en el 2012, aproximadamente 1.7 millones de mujeres fueron diagnosticadas y 
521,000 defunciones ocurrieron como resultado directo de esta enfermedad (Ferlay 2013; 
W.H.O. 2012). 
 
En México, en el año 2008 ocurrieron 35,303 defunciones, de éstas, 4,871 
(13.8%) fueron debidas al cáncer de mama. En el año 2012 el cáncer de mama también 
fue la principal causa de morbilidad hospitalaria en las mujeres (30.8%), siendo aquellas 
de 40 a 59 años las más propensas a padecerlo (INEGI, 2014). El cáncer de mama tiene 
una tasa de mortalidad femenina de 14 (por cada 100 mil mujeres); por ello, en nuestro 
país se le considera un importante problema de salud pública ya que con el tiempo, la 
mortalidad y el número de casos se han incrementado paulatinamente. A partir de 2006 
ocupa el primer lugar como causa de muerte por neoplasias malignas en las mujeres de 
20 años en adelante y ha desplazado de esta posición al cáncer cérvicouterino. En la 
población mexicana, alrededor de 25 mujeres son diagnosticadas de cáncer mamario 
diariamente. El problema comienza a partir de los 20 años y se agrava con la edad, 
presentándose las tasas de mortalidad más altas de los 65 años en adelante (Fernández et 
al. 2011). 
 
En la actualidad existen diversos agentes activos que ayudan a prolongar y 
mejorar la calidad de vida de las pacientes con cáncer de mama en etapas avanzadas. La 
quimioterapia convencional para este padecimiento incluye doxorrubicina, epirrubicina, 
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ciclofosfamida, 5-fluorouracilo, capecitabina, metrotrexato, gemcitabina, vinorelbina, 
navelbina, paclitaxel, docetaxel y cisplatino, así como terapias blanco más específicas 
como transtuzumab. La terapia hormonal incluye antagonistas de receptores de 
estrógeno e inhibidores de aromatasa. Sin embargo, a pesar de las nuevas estrategias 
farmacológicas, la progresión de la enfermedad y la muerte de los pacientes son aún los 
principales problemas que resultan de la resistencia adquirida e intrínseca propia de cada 
individuo. Aunque los tratamientos de quimioterapia producen un rango de respuesta 
clínica en un 60 a 70% de los pacientes, la sobrevida a 5 años permanece por debajo del 
50% y son raros los casos que se curan por completo. La hipótesis que se ha planteado 
es que la respuesta de cada individuo hacia los fármacos difiere en base a su diversidad 
genética, a la heterogeneidad intratumoral, al desarrollo de sub-clonas celulares dentro 
de los tumores que exhiben fenotipos divergentes y a perfiles distintos de expresión de 
genes aún dentro del mismo tumor (Gerlinder et al. 2012).  
 
Además de la respuesta diferencial al tratamiento por parte de cada paciente con 
cáncer, la quimiorresistencia hacia fármacos que se utilizan en quimioterapia, así como 
la heterogeneidad intratumoral, son algunos de los factores que obstaculizan el 
tratamiento exitoso del cáncer de mama. Los mecanismos patogénicos son complejos e 
involucran una gran variedad de vías y rutas de señalización, muchos de ellos aún 
desconocidos (Gerlinder et al. 2012; Ge et al. 2012; Marquette y Nabell 2012). Por estas 
razones, en los últimos años se ha planteado la posibilidad de ofrecer tratamientos 
quimioterapéuticos personalizados de acuerdo al fenotipo y características de cada 
paciente con cáncer (Pirnia et al. 2006; Conde et al. 2012; Kamiyama et al. 2013). Los 
modelos que permitan identificar diferencias individuales en la respuesta del tumor a el 
o los agentes terapéuticos podrían hacer posible diseñar regímenes específicos para cada 
paciente, aumentando la probabilidad de una respuesta favorable (Reinhold y Tilgen 
2003). 
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2.1.1 Paclitaxel (antineoplásico de referencia) 
El taxoide paclitaxel conocido por su nombre de marca original, Taxol®, 
representa el fármaco antineoplásico de primera línea más importante para el tratamiento 
de varios tipos de cáncer, incluyendo el cáncer de mama, cáncer de ovario, cáncer de 
pulmón de células no pequeñas. En 1971, el paclitaxel fue purificado e identificado 
como el constituyente activo de la corteza del tejo del Pacífico, Taxus brevifolia (Pazdur 
et al. 1993; Lister-Sharp et al. 2000). Su mecanismo de acción se basa en la estimulación 
del ensamblaje de microtúbulos de las células expuestas a paclitaxel e impide la 
formación del huso mitótico; esto interfiere con la división celular e induce la muerte 
celular (Miller y Sledge 1999).  
 
2.2 Compuestos naturales 
2.2.1 Ácido cafeico (CA) 
Los fenoles dietéticos son antioxidantes in vitro; dos importantes grupos de éstos 
que se encuentran en los alimentos son los flavonoides y los ácidos cinámicos. Los 
principales flavonoides en los alimentos son los flavonoles y catequinas, mientras que el 
representante principal en la dieta de ácidos cinámicos es el ácido cafeico (figura 1). Se 
ha demostrado que el ácido cafeico inhibe la metilación del ADN en células humanas de 
cáncer de mama y pudiera favorecer la reducción del riesgo de contraer este cáncer (Lee 
y Zhu 2006). En los alimentos, este ácido se conjuga principalmente con ácido quínico, 
que produce ácido clorogénico (ácido 5-cafeoilquínico). El café es la principal fuente de 
ácido clorogénico en la dieta, es decir, 1 L de café proporciona 500 a 800 mg de ácido 
clorogénico, lo que corresponde a 250 a 400 mg de ácido cafeico (Olthof et al. 2003). 
No obstante, los estudios epidemiológicos han sido inconsistentes y pocos estudios han 
examinado la asociación de la ingesta de café en la carcinogénesis de mama de manera 
concluyente (Gierach et al. 2011). Sin embargo, este ácido no sólo está presente en el 
café, sino también en una gran cantidad de vegetales y frutas (Stagos et al. 2012). 
 
6 
 
Viveros-Valdez et al., en el 2010, encontraron que los ácidos fenólicos aislados 
de Hedeoma drummondii (poleo) poseen efecto antiproliferativo in vitro contra las líneas 
celulares de cáncer MCF-7 (mama) y HeLa (cáncer cervicouterino), siendo el ácido 
cafeico el más potente. En células humanas de cáncer de mama MCF-7 y MAD-MB-231 
se demostró que el tratamiento con ácido cafeico inhibe parcialmente la metilación de la 
región promotora del gen RAR-beta; a través de un mecanismo no-competitivo, y esta 
inhibición fue en gran parte debido al incremento en la formación de S-adenosil-L-
homocisteína (SAH, un potente inhibidor de la metilación del ADN), como resultado de 
la O-metilación de estos catecoles dietéticos mediada por la catecol-O-metiltransferasa 
(COMT). El valor de IC50 del ácido cafeico encontrado en estos ensayos fue de 2.3 μM 
(Lee y Zhu 2006). Por otro lado, a bajas concentraciones (1-2 nM), se ha encontrado que 
el ácido cafeico actúa como inhibidor de MMP-9 y -2 involucrados en la invasión por 
células tumorales y metástasis, mediante la inhibición de la actividad de NF-kB en 
células Hep3B de hepatocarcinoma (Jin et al. 2005; Chung et al. 2004). 
 
 
 
 
 
Figura. 1. Ácido cafeico (C9H8O4). PM = 180.16 (Kampa et al. 2004). 
 
2.2.2 Ácido ursólico (UR) 
El ácido ursólico, un triterpenoide pentacíclico (figura 2), ha sido investigado por 
su potencial como agente quimiopreventivo contra el cáncer de mama. Abunda en la piel 
de varias frutas, por ejemplo, en las manzanas (Malus sp), peras, ciruelas y arándanos 
(Vaccinium macrocarpon); en hierbas medicinales y en plantas como el saúco, menta, 
romero, lavanda, orégano, tomillo o albahaca; en la corteza de A. adstringens 
(cuachalalate), Polylepis racemosa (quinual), así como en las partes aéreas de Erica 
andevalensis (brezo minero) (Singletary et al. 1996; Bishayee et al. 2011).  
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El primer estudio sobre los efectos anti-cáncer de mama del ácido ursólico fue 
publicado por Es-Saady et al., en 1996, quienes lo obtuvieron de varias fuentes 
incluyendo Calluna vulgaris (brezo común). De acuerdo con este estudio, el ácido 
ursólico actuó como un potente inhibidor de la proliferación de células MCF-7, 
ejerciendo una respuesta citostática en la fase G1 del ciclo celular, seguido de la muerte 
celular (Martín-Cordero et al. 2001). 
 
Se ha demostrado que este bioactivo exhibe efectos tumoricidas mediante la 
inducción de la apoptosis y la inhibición del consumo de oxígeno en células de 
adenocarcinoma mamario murino MCaIV y células humanas de carcinoma de mama 
BT-20 (Lee et al. 2001). También se ha encontrado que el ác. ursólico induce apoptosis, 
la escisión de PARP, y también la disminución de la proteína Bcl-2 apoyando la 
hipótesis de que este compuesto induce la muerte celular programada a través de la vía 
mitocondrial intrínseca. Adicionalmente, se ha mostrado que se une al receptor de 
glucocorticoides (GR) y lo transloca hacia el núcleo, sugiriendo su potencial como 
agente anticancerígeno a través de la modulación de receptores de glucocorticoides 
(Kassi et al. 2009).  
 
Recientemente, se ha observado que este compuesto posee efectos supresores, 
dependientes de la dosis y el tiempo, sobre la migración y la invasión de células MDA-
MB-231 las cuales son altamente metastásicas en concentraciones no citotóxicas. Este 
efecto se ha asociado con la inhibición de JNK, Akt y del blanco mamífero de la 
rapamicina (mTOR) y la reducción de NF-kB y p65 en el núcleo, lo que conduce a 
regulación negativa de la expresión de MMP-2 y uPA (Yeh et al. 2010). Shan et al., en 
el 2011 reportaron que el ácido ursólico ejerce efectos antitumorales en células 
cancerosas con multi-resistencia, mostrando una inhibición significativa en las líneas 
celulares de cáncer de mama MCF-7 y MCF-7/ADR en una manera dependiente de la 
concentración y del tiempo. Además encontraron una disminución en la expresión de 
Bcl-2 y Bcl-xL dependiente de la concentración. 
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Figura. 2. Ácido ursólico (C30H48O3). PM = 456.68 (Bishayee et al. 2011).  
 
2.2.3 Ácido rosmarínico (RS) 
El ácido rosmarínico es un éster del ácido cafeico y el ácido 3,4-
dihidroxifeniláctico (figura 3). Es un importante compuesto bioactivo de naturaleza 
fenólica, el cual fue aislado por primera vez de las hojas de Rosmarinus officinalis 
(romero) y más tarde de otras plantas de la familias Labiatae y Boraginaceae (Shekarchi 
et al. 2012). Estudios han reportado que esta molécula presenta actividad antioxidante, 
antitumoral y antimutagénica analizadas en ratones Swiss (Furtado et al. 2008; Sharmila 
y Manoharan 2012); y se le ha propuesto como un agente quimiopreventivo (Link et al. 
2010; Venkatachalam et al. 2011).  
 
El efecto del ácido rosmarínico sobre la proliferación celular en células MCF-7 
fue medido mediante la técnica de MTT encontrando un efecto citotóxico mayor al de 
otros compuestos analizados (Paluszczak et al. 2010). 
 
En otros estudios se examinó la citotoxicidad de dos extractos, que contenían 
ácido rosmarínico, sobre líneas celulares de cáncer de mama (MDA-MB-361, MDA-
MB-453 y células HeLa), mostrando actividad antiproliferativa significativa hacia las 
líneas celulares de cáncer de mama humano. In vitro las actividades antitumorales 
fueron acompañados por una importante fracción de células apoptóticas de todas las 
líneas celulares después del tratamiento con los extractos (Stanojković et al. 2010). 
9 
 
Además de su efecto antitumoral, el ácido rosmarínico puede inducir la apoptosis e 
inhibir la metástasis de células MDA-MB-231BO de cáncer de mama y ser un buen 
candidato para un nuevo enfoque terapéutico en el tratamiento de cáncer de mama (Xu 
et al. 2010). 
 
 
 
 
 
 
Figura. 3. Ácido rosmarínico (C18H16O8). PM =  360.33 (Shekarchi et al. 2012). 
 
2.3 Evaluación de la citotoxicidad  
La actividad antitumoral así como los mecanismos implicados en la inhibición de 
la carcinogénesis, tanto de antineoplásicos de patente, como de nuevos compuestos con 
potencial anticarcinogénico, deben ser evaluados y validados en modelos que sean lo 
más semejante a lo que ocurre en el humano. Debido a que los resultados obtenidos a 
partir de sistemas in vitro y con animales de experimentación no reflejan necesariamente 
lo que ocurre en los pacientes, en lo que se refiere a las funciones fisiológicas, 
metabolismo y farmacocinética de los compuestos y otros factores de elevada 
complejidad, es muy importante realizar estudios ex vivo que nos permitan observar los 
efectos de estos agentes en muestras de tumores, en las cuales el microambiente tumoral 
sea preservado (Yang et al. 2002).   
 
2.3.1 Modelos de estudio del cáncer 
Cada vez es más conocido que el desarrollo del cáncer y la respuesta a la terapia 
no sólo dependen de las alteraciones genéticas en la clona maligna sino también de las 
interacciones específicas entre las células tumorales y los componentes tisulares 
10 
 
circundantes, es decir, el microambiente del tumor. Todos los tejidos, y la glándula 
mamaria no podría ser la excepción, están constituidos por diferentes tipos de células y 
proteínas de la matriz extracelular. En el caso del tejido mamario, en una glándula 
normal, las células epiteliales luminales de los ductos están rodeadas por células 
mioepiteliales, las cuales están en contacto con una membrana basal. La membrana basal 
separa las células epiteliales del estroma circundante, el cual se encuentra altamente 
compartamentalizado y comprende más del 80% del volumen de la mama normal. De 
manera inversa, en el carcinoma se han perdido tanto las células mioepiteliales 
completamente diferenciadas, como su membrana basal intacta, y las células tumorales 
están en contacto directo con el estroma tumoral. En los últimos años, diversos estudios 
han mostrado que además de los factores intrínsecos, el microambiente determina la 
sensibilidad de las células tumorales a la terapia citotóxica. Sin embargo la mayoría de la 
investigación preclínica en cáncer de mama se basa en cultivos celulares, los cuales no 
reflejan del todo la compleja arquitectura tisular de un tumor (van der Kuip et al. 2006). 
 
2.3.2 Cultivos celulares 
En los cultivos celulares in vitro se expande solamente un tipo de células  
tumorales, dependiendo de las condiciones del cultivo y, por lo tanto, representan a una 
sub-población del tumor entero. Además, la transformación genética y fenotípica que 
ocurre durante la expansión celular artificial es inevitable en los cultivos celulares de 
largo plazo (Speirs et al. 1998; Joshi et al. 2011). Al mismo tiempo, ciertos procesos 
celulares, como por ejemplo el crecimiento, diferenciación, motilidad, apoptosis, etc., 
pueden ser controlados por alteraciones físicas entre las células y su adhesión a la matriz 
extracelular que afectan el balance de la fuerza mecánica en la matriz extracelular, 
células y citoesqueleto (Ingber 2008). Las estrategias que modifican o alteran la 
fisiología del tumor sólido han mejorado la citotoxicidad de diversos agentes 
antineoplásicos debido a que las interacciones específicas entre células cancerosas y su 
ambiente (célula-célula y célula-matriz extracelular) contribuyen a los resultados de la 
quimioterapia (Croix et al. 1996; Sherman-Baust et al. 2003). Por ejemplo, Netti et al. 
(2000) mostraron que tumores con una red de colágeno bien definida son más resistentes 
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a la penetración de macromoléculas tales como IgG, comparados con tumores que 
exhiben pérdida de la red de colágeno. El tratamiento con colagenasa, permite la 
degradación del colágeno, aumentando el coeficiente de difusión de las moléculas, 
demostrando el papel del microambiente tumoral como barrera de la penetración de los 
medicamentos (Grantab et al. 2006). 
 
En el 2008, Sonnenberg et al., realizaron ensayos de citoxicidad tanto en cultivos 
in vitro de fibroblastos asociados a carcinoma, como en cultivos ex vivo de rebanadas de 
tejido de cáncer de pulmón y de mama. Analizaron, mediante inmunohistoquímica, la 
proliferación y muerte celular después del tratamiento con paclitaxel y cisplatino a las 24 
y 72 horas posteriores a la preparación de rebanadas de tejido. De acuerdo a sus 
resultados los fibroblastos asociados a carcinoma tienden a ser mucho menos sensibles a 
cisplatino cuando se encuentra dentro del microambiente tisular que cuando han sido 
aislados mediante digestión enzimática. Aunado a lo anterior, publicaciones recientes 
muestran que se ha subestimado la heterogenidad intratumoral; por lo que, analizar la 
genómica tumoral a partir de los resultados provenientes de biopsias de una sola región 
del tumor presenta retos mucho mayores en el desarrollo de biomarcadores y 
personalización del tratamiento del cáncer. En el estudio que se refiere, se examinaron 
biopsias de carcinoma renal metastásico y se observó que una sola biopsia revela un 
promedio de 70 mutaciones somáticas, aproximadamente 55% de todas las mutaciones 
detectadas en todo el tumor. Solamente el 34% de todas las mutaciones somáticas en el 
espécimen estuvo presente en todas las regiones (31% si se incluyen muestras pre-
tratamiento y metástasis), indicando que una sola muestra no representa el escenario 
completo del tumor (Gerlinder et al. 2012). 
 
2.3.3 Modelos ex vivo: rebanadas de tejidos 
Según Conde et al., en el 2012, para estudiar el comportamiento tumoral ex vivo 
es necesario mantener o reconstituir un ambiente muy similar al del tumor in situ. Desde 
el punto de vista experimental, una forma de conservar la arquitectura tisular, sin tanta 
manipulación, es cultivar directamente el tejido tumoral intacto y fresco. Uno de los 
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métodos más utilizados recientemente con este fin es el uso de rebanadas de tejido, un 
sistema que ofrece una nueva perspectiva a los resultados obtenidos con líneas celulares. 
 
Las rebanadas de tejido representan un modelo experimental que consiste en 
preparar “en fresco”, a partir de diferentes órganos, cortes de tejidos que presentan, 
literalmente hablando, la forma de una rebanada (ver figura 4), con diámetro y grosor 
similar entre sí (5-10 mm y 200-800 µm, respectivamente) y se pueden cultivar, también 
dependiendo del tejido, hasta por 10 días. Este grosor es muy importante ya que permite 
mantener viable el tejido por distintos periodos de tiempo y por lo tanto, la difusión de 
nutrientes, fármacos y anticuerpos.  
 
Consideradas por los expertos como un mini-órgano que contiene prácticamente 
todas las células del tejido en estudio, las rebanadas conservan la estructura histológica y 
tridimensional del órgano del cual se obtienen, al mismo tiempo que mantienen las 
interacciones inter y extracelulares, elementos de la matriz celular, y lo más interesante, 
que conservan su capacidad metabólica. Por estas razones, representan una herramienta 
adecuada y conveniente para el estudio de procesos multicelulares (De Graaf et al. 2010). 
Este sistema brinda la ventaja de una mayor reproducibilidad en los experimentos 
realizados con un mismo órgano, aunque también permite trabajar simultáneamente con 
diferentes órganos provenientes de un mismo animal, pudiéndose obtener, en ambos 
casos, una gran cantidad de rebanadas que pueden ser cultivadas en condiciones 
controladas, disminuyéndose al mismo tiempo, el número de animales de 
experimentación. Su preparación se extiende a diversos órganos, tales como riñón, 
hígado, pulmón, corazón, cerebro e intestino. Las rebanadas de tejidos han sido 
utilizadas principalmente para estudiar el metabolismo y toxicidad de xenobióticos 
(Possidente et al. 2011; Olinga y Schuppan 2013), biotransformación de fármacos, 
efectos inducidos sobre expresión genética en órganos y análisis morfológicos, entre 
otros (De Kanter et al. 2005; Kasper et al. 2005). También se ha descrito recientemente 
su utilización y validación como modelo de infección por Entamoeba histolytica 
(Carranza-Rosales et al. 2010; Carranza-Rosales et al. 2012). Para su preparación se 
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utilizan rebanadores mecánicos, total o parcialmente automáticos como el de 
Krumdieck, el de Brendel Vitron y más recientemente, el Leica VT1200. Para 
mantener el tejido viable, durante el proceso de obtención de rebanadas se utilizan 
amortiguadores fisiológicos a los cuales se les suministra de manera constante aireación 
con gas carbógeno (95% de O2 y 5% de CO2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Fotografía de rebanadas de hígado preparadas utilizando el rebanador Brendel-Vitron. 
 
La preparación de rebanadas de tejido es una técnica que permite generar y 
cultivar rebanadas que están constituidas de 10 a 50 capas de células, dependiendo del 
grosor y el origen del tejido. Esta metodología es ampliamente utilizada en estudios 
toxicológicos. Por ejemplo, las rebanadas de tejido hepático han sido aprobadas por la 
FDA (Food and Drug Administration) de los Estados Unidos de América como un 
modelo para el estudio del metabolismo de fármacos (Rots et al. 2006).  
 
2.3.3.1 Rebanadas de tejido tumoral 
Al igual que las rebanadas que se obtienen a partir de órganos o tejidos “sanos”, 
las rebanadas de tejido tumoral representan un sistema de cultivo tridimensional ex vivo. 
Actualmente, diversos grupos de investigación apoyan la idea de utilizar este tipo de 
cultivos tridimensionales como una herramienta para el análisis de agentes terapéuticos. 
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Como se ha mencionado en las secciones precedentes, desde la década de los 
80’s y hasta la fecha, las rebanadas de hígado, riñón, pulmones, corazón, intestino, 
próstata, cerebro y páncreas provenientes de distintas especies animales, incluyendo 
humanos, se han utilizado en muy diversas investigaciones, prueba de ello es que en 
PUBMED se pueden encontrar cientos de trabajos recientes en los cuales se demuestra 
el gran potencial de esta metodología. Sin embargo, fue hasta el año 2004 que se reportó 
por primera vez su aplicación en investigación con tejido tumoral. A continuación se 
mencionan la mayor parte de artículos publicados en los cuales se utilizan rebanadas de 
tumores.  
 
En el primer reporte que se tiene, Barbosa et al. (2004), utilizaron rebanadas de 
tumor mamario para investigar el efecto de la vitamina D3 en la regulación de 
marcadores asociados a un fenotipo celular invasor. En ese mismo año, Kirby et al. 
(2004) utilizaron rebanadas de tumores de ovario e hígado para evaluar la eficacia 
terapéutica y especificidad replicativa de adenovirus utilizados como vectores en terapia 
génica. Los autores concluyeron que el cultivo de rebanadas normales y tumorales es 
ideal para realizar ensayos preclínicos de toxicidad e infectividad de adenovirus. En un 
trabajo similar, pero utilizando rebanadas de tumor mamario, Stoff-Kahlili et al. (2005) 
evaluaron vectores adenovirales como alternativa terapéutica en cáncer de mama y 
encontraron que el promotor adenoviral CXCR-4 es adecuado en la viroterapia del 
cáncer de mama mediada por adenovirus. Rots et al. (2006), demostraron también que la 
metodología de rebanadas de tumor mamario es excelente para estudiar especificidad y 
eficiencia de genes y replicación viral en terapia con virus oncolíticos.  
 
En el 2006, Kern et al., utilizaron rebanadas de tumores hepáticos de humanos 
para demostrar el potencial antineoplásico de meloxicam®, un inhibidor selectivo de 
COX-2 directamente sobre el tejido tumoral. Mestres et al. (2006) describieron un 
método que combina la utilización de rebanadas de tumor mamario y chips de silicón 
equipados con sensores electroquímicos para estudiar la sensibilidad de rebanadas de 
tumor mamario incubadas en presencia de paclitaxel. Por otra parte, Van der Kuip et al. 
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(2006) utilizaron también rebanadas de tumor mamario y las incubaron en presencia de 
dosis variables de paclitaxel, ellos determinaron que las rebanadas se mantienen viables 
por al menos 4 días en cultivo y que la viabilidad disminuyó de manera inversamente 
proporcional a la concentración de paclitaxel, con estos resultados, sugieren que esta 
técnica puede ser una herramienta válida para investigar la resistencia y efectividad de 
agentes antineoplásicos en un gran número de muestras de tejido tumoral.  
 
Otros autores han utilizado rebanadas de tejido tumoral mamario de ratones 
transgénicos para estudiar la estructura tridimensional y las interacción estroma-epitelial 
en la biología tumoral, así como, la respuesta a fármacos, citocinas y entorno 
extracelular bajo condiciones definidas, concluyendo que este modelo representa un 
sistema para el análisis molecular ex vivo que simula estrechamente el escenario in vivo 
(Parajuli y Doppler, 2009).  
 
En 2009 Zimmermann et al., infectaron rebanadas de tumores hepáticos 
primarios y secundarios con diferentes cepas del virus del sarampión para estudiar la 
eficiencia de la infección. De acuerdo a sus resultados, el modelo es adecuado para 
realizar ensayos de pre-selección de agentes oncolíticos a partir de muestras individuales 
de tumores antes de realizar terapia viral. Por su parte, van Geer et al. (2009) utilizaron 
rebanadas de tumores pancreáticos de humanos para estudiar vectores para terapia 
génica; encontraron que las rebanadas pudieron ser infectadas y transducidas 
eficientemente por vectores adenovirales, y con menor eficiencia, por lentivirus. Los 
autores también reportaron que tanto las rebanadas tumorales, como de tejido normal se 
conservaron viables y con morfología aceptable durante 6 días en cultivo y que todos los 
tipos de células pancreáticas se encontraban presentes en las mismas. Green et al. (2010) 
realizaron un ensayo piloto para cultivar tumores sarcomatosos de perros y gatos en dos 
medios de cultivo diferentes, con el objetivo de encontrar las condiciones adecuadas de 
cultivo y poder probar agentes quimioterapéuticos ex vivo.  
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En otro reporte, Weiland et al. (2011) utilizaron rebanadas de tumores hepáticos 
humanos y disminuyeron experimentalmente los niveles de ATP adicionando fructosa 
para desviar una vía metabólica y corroborar si este hecho induce protección contra la 
toxicidad del TNF-α, un agente que es capaz de destruir células cancerosas, pero que se 
utiliza limitadamente debido a su elevada hepatotoxicidad. Según los autores, la 
deprivación de ATP mediada por fructosa protege al hígado y puede ser una alternativa 
para el tratamiento del cáncer hepático con TNF-α. Recientemente, distintos grupos de 
investigadores resaltan las ventajas y facilidad práctica que tienen sobre los cultivos de 
líneas celulares, los cultivos organotípicos, como los de rebanadas de tejido tumoral 
mamario. 
 
Otro modelo ex vivo que resulta útil son los explantes de tejidos, al igual que las 
rebanadas de tumores se consideran un sistema organotípico tridimensional que 
mantiene las células en su ambiente original así como la citoarquitectura de su estroma, 
mantienen la interacción entre los tipos celulares heterogéneos que comprenden tanto 
tejido normal como tumoral y contienen los elementos de la matriz extracelular 
(Shimizu et al. 2011). Joshi et al. (2011) propusieron un método nuevo que consiste en 
utilizar explantes tumorales sin disociar para evaluar los efectos del tratamiento con 
antineoplásicos. Utilizaron muestras de gliobastoma multiforme las cuales son 
disectadas en bloques tumorales de 10 mm de diámetro, incubadas y sometidas a 
tratamiento antitumoral. Una de las limitaciones de este modelo es el periodo de tiempo 
de tratamiento relativamente corto.  
 
Pirnia et al. (2006) reportaron el cultivo ex vivo de explantes de cáncer de 
pulmón de células no pequeñas que mantuvieron tanto la viabilidad como la capacidad 
proliferativa por 5 días. Así mismo, Hass et al. (2009) encontraron que al cultivar 
explantes de cáncer de mama a largo plazo es posible producir células epiteliales 
tumorales que expresan los biomarcadores celulares CD24, CD44 y CD227, inclusive 
cuando son obtenidas al día 462 del cultivo, concluyendo que este tipo de cultivos 
pueden representar una oportunidad de estudiar alteraciones metabólicas y funcionales, 
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la caracterización de biomarcadores y ampliar el conocimiento de la progresión tumoral, 
entre otras posibles aplicaciones.  
 
Tanto para la preparación de rebanadas de tejidos como de explantes no se 
utilizan enzimas proteolíticas y por consiguiente, el parénquima queda localmente 
intacto, además de que se conservan la estructura histológica tridimensional, las 
interacciones celulares y las interacciones con la matriz extracelular, por lo que se 
considera que el microambiente tumoral también se mantiene intacto. Diversos reportes 
de investigación apoyan la idea de utilizar el cultivo de tejido ex vivo como una 
herramienta para la búsqueda  de nuevos agentes terapéuticos.  
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3. JUSTIFICACIÓN 
 
Debido al impacto social y económico del cáncer de mama a nivel mundial y en 
México, así como la respuesta diferencial de cada paciente a los tratamientos 
convencionales, es importante la investigación de nuevas drogas o compuestos de origen 
natural o sintético, que pudieran ser utilizados en el tratamiento de los tipos más 
comunes de cáncer, así como desarrollar métodos que permitan evaluar ex vivo su 
eficacia sobre tejidos tumorales de humanos. Por lo anterior, nos propusimos 
implementar el cultivo organotípico de explantes de tumor mamario para estudiar la 
citotoxicidad tisular de compuestos de origen natural en muestras de pacientes con 
cáncer de mama con la finalidad de contribuir en la búsqueda de alternativas terapéuticas 
contra el cáncer. 
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4. HIPÓTESIS 
 
Las rebanadas de tumor mamario representan un modelo adecuado para analizar            
ex vivo el efecto de  productos naturales y sintéticos sobre la viabilidad tumoral. 
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5. OBJETIVOS 
 
5.1 Objetivo General 
Implementar la obtención y cultivo de rebanadas de tejido tumoral mamario de 
muestras de pacientes con cáncer de mama para analizar el efecto de productos naturales 
sobre su viabilidad. 
 
5. 2. Objetivos particulares 
 
1. Implementar la preparación y cultivo de rebanadas de tejido tumoral mamario.  
2. Estandarizar en rebanadas de tejido tumoral y normal las condiciones de ensayo 
para las técnicas de inmunohistoquímica, Azul Alamar y liberación de LDH. 
3. Determinar el efecto sobre la viabilidad tumoral mediante la medición de 
parámetros bioquímicos e histopatológicos en las rebanadas control y expuestas a 
los agentes bioactivos de origen natural (ácidos ursólico, cafeico y rosmarínico) 
y paclitaxel. 
4. Analizar el efecto sobre los marcadores bioquímicos e histopatológicos de las 
rebanadas co-incubadas con mezclas de antineoplásico/bioactivo natural. 
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6. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
6. 1 Agentes bioactivos 
El ácido cafeico, ácido ursólico, ácido rosmarínico y paclitaxel se adquirieron de 
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Se prepararon stocks a una concentración de      
10 mg/ml de cada bioactivo, utilizando como diluyente DMSO (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO, USA), se filtraron y se almacenaron a -20°C hasta su utilización. 
 
6.2 Colecta de muestras tumorales 
Este protocolo se sometió a aprobación por parte de la Comisión Nacional de 
Investigación en Salud del I.M.S.S., así como de los Comités de Ética y Bioseguridad 
del mismo Instituto. Las pacientes fueron seleccionados por los oncólogos clínicos de 
acuerdo a los criterios prevalentes en el servicio respectivo de quimioterapia, en estricto 
apego a las Normas Institucionales, La Ley General de Salud de México, y de acuerdo a 
la Declaración de Helsinki. Se utilizaron tejidos en fresco seleccionados in situ por un 
patólogo. Se incluyeron muestras de tumores primarios de glándula mamaria 
provenientes de biopsia incisional, tumerectomía o mastectomía, manejadas con técnica 
estéril y además se seleccionó del mismo espécimen muestra representativa de tejido 
mamario negativo (control). A todas las pacientes se les explicó detalladamente los 
objetivos del estudio y se les solicitó su participación mediante un instrumento de 
consentimiento informado verbal. 
 
6.3 Población de estudio 
Se colectaron 17 especímenes durante la cirugía de pacientes femeninas 
derechohabientes del I.M.S.S. de la Unidad Médica de Alta Especialidad #23 y # 25, 
Delegación Nuevo León, con diagnóstico histopatológico de cáncer de mama. La técnica 
de muestreo fue no probabilístico por criterio. 
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 6.3.1 Criterios de selección de la muestra 
6.3.1.1 Criterios de inclusión  
1. Muestras representativas de cáncer de mama invasor localmente avanzado en 
etapas clínicas IIA, IIB, IIIA y IIIB, según la clasificación de Woodward et al. (2003) 
para la American Joint Committee on Cancer, de mujeres mayores de 18 años que 
aceptaron participar con consentimiento informado. 2. Pacientes con diagnóstico 
histológico de carcinoma ductal infiltrante, carcinoma lobulillar infiltrante. 3. Sin 
tratamiento oncológico previo. 
 
6.3.1.2 Criterios de exclusión 
1. Pacientes que estén cursando con embarazo. 2. Tumores secundarios o 
recidivantes. 3. Otros tipos de diagnósticos histológicos: sarcomas, linfomas, patologías 
inflamatorias, etc. 4. Pacientes bajo terapia de reposición o con antecedente de 
quimioterapia. 5. Muestras de tejido tumoral insuficiente para realizar los explantes de 
rebanadas y los análisis correspondientes. 6. Muestras con necrosis extensa que impida 
su proceso y análisis adecuado. 
 
6.4 Procesamiento de las muestras 
Inmediatamente después de la resección quirúrgica, se tomó un fragmento del 
tejido para el diagnóstico histopatológico de rutina; otro fragmento se almacenó por 
crio-conservación y otro se procesó en fresco para la elaboración de rebanadas de tejido 
tumoral. Los fragmentos de tejidos para este último fin fueron seleccionados mediante 
examen macroscópico en campo quirúrgico por un patólogo; para ser transportados 
asépticamente en un recipiente de vidrio debidamente etiquetado con medio de cultivo 
DMEM/F12 (Invitrogen, Grand Island, NY, USA) sin suero a 4ºC hacia el laboratorio de 
Cultivos Organotípicos del CIBIN para la preparación de rebanadas y explantes de 
tumor, su posterior cultivo y exposición a los tratamientos. Las muestras fueron 
identificadas por un número de folio consecutivo para control interno. En la figura 5 se 
ejemplifica la estrategia general mediante un diagrama esquemático.  
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Figura. 5. Diagrama esquemático de la metodología general del estudio.   
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6.5 Preparación de rebanadas y explantes de tejido tumoral 
A partir de la muestra tumoral se obtuvieron “bocados” cilíndricos de 10 mm de 
diámetro y se prepararon rebanadas con 250-300 μm de grosor utilizando el rebanador 
Krumdieck (Alabama Research & Development, Munford, AL, USA) y/o el rebanador 
Brendel-Vitron (Vitron, Inc, Tucson Arizona, USA), con flujo constante de buffer 
Krebs- Henseleit bicarbonato (KB) (6.9 g NaCl, 0.36 g KCl, 0.13 g, KH2PO4, 2.11 g 
NaHCO3, 4.50 g D-glucosa anhídrida, 0.25 g MgSO4·7H2O, 0.425 g CaCl2·2H2O en 1 L 
de agua MilliQ, pH 7.4) a 4°C y una mezcla de O2/CO2 (95:5%). Las rebanadas se 
colectaron en el mismo buffer a 4°C y a partir de estas se prepararon explantes con 
diámetro de 4mm y 250–300 ߤm de grosor con la finalidad de optimizar la cantidad de 
tejido disponible para cada ensayo y homogenizar el tamaño de los tejidos. Los 
explantes se colocaron en microplacas de 6 pozos (Corning Incorporated, New York, 
USA), conteniendo medio de cultivo DMEM/F12 suplementado con 10% de suero fetal 
bovino, una mezcla de insulina-tranferrina-selenio, 5μg/ml de insulina bovina, 100μg/ml 
de gentamicina y 25mM de glucosa (Invitrogen, Grand Island, NY, USA). Las 
microplacas se pre-incubaron por 1 h a 37°C en una atmósfera de 5% CO2 /95% aire, en 
agitación constante a 25 rpm. El tiempo transcurrido entre la escisión de tumor y la 
incubación ex vivo de los explantes no excedió de 2 horas. Además, para cada muestra se 
transfirieron 3-5 explantes recién preparados a un frasco con formol neutro al 10%, para 
el proceso histológico y el análisis  inmunohistoquímico, estas muestras se refirieron 
como de tiempo cero (T0h). Todo el proceso de obtención de rebanadas y explantes se 
realizó bajo condiciones asépticas y con materiales y soluciones estériles.  
 
6.6 Viabilidad tisular  
Para confirmar que las muestras tumorales permanecieran viables durante el 
tiempo completo de experimentación, la viabilidad de los explantes de tumor se 
determinó a diferentes tiempos antes de probar el efecto antineoplásico del ácido cafeico, 
ácido ursólico, y ácido rosmarínico. Para analizar esto, cuatro explantes fueron 
colocados en microplacas de 24 pozos con 1 ml de medio DMEM/F12 suplementado e 
incubados por cuatro días a 37°C, 5% CO2/95% aire y con agitación constante de 25 rpm. 
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El medio de cultivo se cambió cada 24 h por 96 h y la viabilidad, proliferación y 
morfología se analizaron cada 24 h.  
 
6.7 Tratamiento con paclitaxel y compuestos bioactivos  
Después de 1 h de pre-incubación, los explantes fueron transferidos a 
microplacas de 24 pozos con 1 ml de DMEM/F12 suplementado, y se les adicionaron los 
siguientes tratamientos: 5, 10, 15, y 20 µg/ml de paclitaxel (antineoplásico de referencia, 
control positivo), 11-33 µg/ml de ácido cafeico, 20-60 µg/ml de ácido rosmarínico y 20-
60 µg/ml de ácido ursólico, y las mezclas de éstos con el paclitaxel. Estas 
concentraciones se seleccionaron en base a las IC50 reportadas en líneas celulares la 
literatura (Viveros-Valdez et al. 2010; Kassi et al. 2009; Neto et al. 2000) y a los 
ensayos preliminares. El grupo control (100% de viabilidad) consistió en explantes sin 
tratar, incubados solamente con medio de cultivo. Posteriormente, las microplacas con 
los explantes y sus tratamientos correspondientes se incubaron por 48 h 37°C en una 
atmósfera de 5% CO2/95% aire y agitación constante a 25 rpm.  
 
6.8 Viabilidad metabólica. Azul Alamar 
 El efecto de los tratamientos con ácido cafeico, ácido ursólico y ácido 
rosmarínico sobre la viabilidad de los explantes de tejido tumoral se determinó mediante 
el ensayo de reducción del Alamar Azul. El Azul alamar (AB) es un indicador de 
oxidación reducción no tóxico de color azul (resazurina) no fluorescente que es reducido 
por la actividad metabólica de las células a resorufina de color rosa, altamente 
fluorescente. Las células vivas metabólicamente activas reducen el microambiente (color 
rosa), mientras que las células muertas o inactivas mantienen el ambiente oxidado (color 
azul).  
 
 Después de 48 h de incubación con los tratamientos, para medir la actividad 
metabólica del tejido, los explantes se colocaron en 500 µl de medio DMEM/F12 con 
Azul Alamar 10% (v/v) adquirido de Invitrogen (Grand Island, NY, USA). Después de 4 
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h de incubación a 37°C bajo las condiciones descritas anteriormente, se colectaron 100µl 
de medio de cada muestra por triplicado y se transfirieron a una microplaca de 96 pozos. 
Los valores de fluorescencia se leyeron utilizando un lector de placas de fluorescencia 
(SynergyTM HT Multinode Microplate Reader de BioTek) a una longitud de onda de 
excitación de 530 nm y una longitud de onda de 590 nm de emisión. El porcentaje de 
viabilidad relativa al control fue calculada utilizando el calculador fluorométrico para 
ensayos de azul alamar de AbD Serotec® (http://www.abdserotec.com/colorimetric-
calculatorfluorometric-alamarblue.html). 
 
6.9 Citotoxicidad. Liberación de LDH 
 Otra forma de evaluar la viabilidad de los explantes tratados con los compuestos 
y los controles sin tratar, fue midiendo la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa 
(LDH) liberada en los sobrenadantes del medio de cultivo, de acuerdo a lo reportado por 
Evdokimova et al. (2002). El ensayo de LDH se basa en la liberación de la enzima 
citosólica LDH a partir de las células con daño en sus membranas plasmáticas 
(Gurunathan et al. 2013) y por ende, la citotoxicidad inducida por el ácido cafeico, ácido 
ursólico y ácido rosmarínico sobre los explantes de tumor puede determinarse 
cuantitativamente midiendo la actividad de esta enzima. La enzima liberada fue 
determinada utilizando el analizador químico clínico Architect C400 (Abbott). Los 
resultados se normalizaron con el peso de los explantes y se expresan en veces el control 
sin tratar. 
 
6.10 Proliferación celular. Expresión de Ki 67 
 Para un estudio adecuado por inmunohistoquímica las muestras de los explantes 
se colocaron lo más rápido posible en formol amortiguado al 10% y con fijación mínima 
de 2 h y máxima de 12 h para evitar la sobrefijación. Posteriormente se realizó el 
proceso de la técnica histológica hasta obtener cortes histológicos de 4-5 μm de espesor 
que fueron montados en laminillas cargadas positivamente; se utilizaron con controles 
positivos y negativos (controles de calidad) para los marcadores de estudio. 
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 Mediante la metodología Dako LSAB System-HRP® (Dako North America, Inc. 
(Carpinteria, CA, USA) para cortes histológicos se estudió la expresión de la proteína Ki 
67, que es expresada en las células proliferativas y ha sido usada como un marcador de 
proliferación celular en tumores sólidos. La expresión de este marcador es nuclear, y el 
índice de proliferación se definió como sigue: bajo: expresión en ≤10% de las células; 
intermedio: expresión en 10-20% de las células; y alto: expresión en ≥20% de las células 
(Veronese et al. 1993). El procedimiento se realizó de acuerdo a las recomendaciones 
del fabricante. Para determinar el porcentaje de células positivas para Ki 67 se utilizó un 
objetivo 40x. Se analizaron de 3 a 7 campos al azar para cada rebanada.  
 
6.11 Marcadores de receptores hormonales 
El análisis de receptores de estrógenos (RE), receptores de progesterona (RP) y 
Her2 se realizó mediante la metodología LSAB+SYSTEM-HRP de DAKO® North 
America, Inc. (Carpinteria, CA, USA), la cual se basa en la alta afinidad que tienen la 
estreptavidina y la avidina por la biotina para formar un complejo con el anticuerpo 
secundario biotinilado, al final todo el complejo es detectado mediante la reacción con 
diamino bencidina (DAB) y posterior contraste con hematoxilina. El procedimiento se 
realizó de acuerdo a las recomendaciones del fabricante.  
 
Los receptores de estrógenos y de progesterona son positivos cuando se expresan 
como tinción nuclear en más de 1% de células neoplásicas y uno de los métodos que se 
recomienda para su evaluación es el propuesto por Allred (Harvey et al. 1999; 
Hammond et al. 2010). El sistema de Allred para medir los receptores hormonales se 
calcula añadiendo dos números; el primero expresa el porcentaje de células positivas en 
el tumor (0, ninguna; 1 < 1%; 2 para 1% a 10%; 3 para 11% a 33%; 4 para 34% a 66%; 
y 5 para 67% a 100%). El segundo número expresa la intensidad de la tinción (1, débil; 
2, moderado; y 3 fuerte), obteniendo una calificación máxima de 8 con un punto de corte 
para considerar positivo de 3. 
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Para Her2 se utiliza la clasificación del score 0 al 3 que corresponde a la 
intensidad de la reacción en la membrana celular (Wolff et al. 2007). Se consideran 
como negativos a todos los casos que se les dio un score (0-1+): no se identifica tinción 
o ésta es débil e incompleta en al menos 10% de las células neoplásicas. Indeterminado 
(2+): Tinción de membrana completa, débil a moderada en >10% de células neoplásicas 
o tinción intensa de membrana circunferencial en ≤ 30% de las células. Positivo (3+): 
tinción de membrana intensa y uniforme en >30% de células neoplásicas con patrón en 
malla de gallinero. En aquellos casos donde el análisis por inmunohistoquímica de HER 
2 sea interpretado como indeterminado (score 2), se mandó a analizar la expresión 
cuantitativa de Her2 mediante hibridación in situ fluorescente (FISH) utilizando el Kit 
Her2 FISH pharmDX® de DAKO® (Cat. K 5331), el cual se aplica, entre otros, a tejidos 
de cáncer de mama incluidos en parafina. Para estandarizar las condiciones de trabajo, se 
siguieron las recomendaciones del fabricante. 
 
6.12 Integridad morfológica. Análisis histopatológico 
El análisis histopatológico se utilizó también para establecer, mediante criterios 
morfológicos, el efecto tóxico de los tratamientos sobre los explantes de tumor.  
 
Después de la determinación de la viabilidad tisular (ensayo de alamar azul) 
sobre los explantes tratados y no tratados (control), esas mismas muestras se fijaron en 
formalina neutra al 10% por 12 h. Los explantes fijados en formol neutro al 10% fueron 
incluidos en parafina mediante la técnica histológica convencional. Se prepararon cortes 
de 4 µm en un microtomo; los cortes se desparafinaron y rehidrataron para el análisis de 
rutina de preparaciones teñidas con hematoxilina y eosina (H y E), así como para los 
ensayos de inmunohistoquímica, detallados anteriormente.  
 
El análisis microscópico de las laminillas teñidas con H y E fue realizado por una 
patóloga experimentada. Los parámetros morfológicos que se tomaron en cuenta fueron 
la presencia de necrosis, viabilidad de las células tumorales e inflamación. La integridad 
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de las células tumorales y control en las rebanadas cultivadas será diferenciada por 
comparación entre ellas. De manera complementaria se realizó el análisis 
histopatológico de los explantes de tiempo cero (explantes sin cultivar) para clasificar el 
tipo y grado de diferenciación histológica de cada tumor. Las preparaciones teñidas 
fueron observadas en un microscopio de luz de campo claro Zeiss Axiostar Plus. 
Fotografías representativas de todos los tratamientos fueron tomadas con una cámara 
Moticam de 5.0 MP.  
 
6.13 Análisis estadístico 
El análisis estadístico fue realizado con el programa SPSS versión 22.0. Los 
datos cuantitativos fueron expresados en valores medios ± desviación estándar (D.E.). 
Las variables cuantitativas continuas en escala de Intervalo-Proporción, reducción de 
Azul alamar y liberación de LDH, fueron sometidas a la prueba de Kolmogorov-
Smirnov para determinar si presentaban distribución normal. Las diferencias en las 
variables cuantitativas continuas con distribución normal fueron analizadas con la 
prueba t de Student o con la prueba U de Man Whitney para variables con distribuciones 
no normales. Se tomó una p <0.05 para considerar valores significativos. 
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7. RESULTADOS 
 
7.1 Preparación y cultivo de explantes de tejido tumoral. 
Se colectaron 17 muestras de cáncer de mama humano con diagnóstico de 
adenocarcinoma ductal infiltrante con patrón no específico. De las cuales, cinco 
muestras se utilizaron para estandarizar y optimizar la preparación de rebanadas de 
tejido tumoral y de estas la obtención de explantes con tamaño y grosor definido (4mm 
de diámetro y 250-300 µm de grosor) para el cultivo ex vivo bajo condiciones 
controladas. Tres muestras más se utilizaron para determinar las concentraciones 
adecuadas de cada compuesto bioactivo de interés y del control paclitaxel. Dos muestras 
fueron descartadas debido al alto componente de necrosis, grasa y/o tejido fibroso 
presente. Cuatro muestras se eliminaron del estudio debido a que no cumplían los 
criterios de inclusión. Finalmente, tres muestras fueron incluidas en tres ensayos 
independientes para estudiar el efecto del ácido cafeico, ácido ursólico, ácido 
rosmarínico y paclitaxel sobre la viabilidad de los explantes de tejido tumoral. Estas 
muestras seleccionadas compartían características muy similares entre sí como se 
aprecia en la Tabla 1 donde se refieren los datos clínicos. Sin embargo, como se aprecia 
en la Tabla 2, cada muestra se encontraba dentro de una clasificación molecular 
diferente.  
 
Tabla 1. Datos clínicos e histopatológicos de los pacientes  
Paciente Edad 
Tipo 
histológico 
Estado 
clínico 
Tamaño Lateralidad APNP IMC Otros 
A 50 
Ductal 
infiltrante 
T2N1M0 3cm GMI Tabaquismo Obesidad GII 
DM, 
HAS 
B 59 
Ductal 
infiltrante 
T3N0M0 5cm GMI Negado Obesidad GII 
DM, 
HAS 
C 41 
Ductal 
infiltrante 
T2N1M0 4cm GMI Tabaquismo Sobrepeso HAS 
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Tabla 2. Receptores hormonales y clasificación molecular 
Receptores hormonales Paciente A Paciente B Paciente C 
RP - + + 
RE - + + 
HER2 + + - 
Clasificación Molecular Her2+ Luminal B Luminal A 
 
 
7.2 Viabilidad de los explantes de tumor 
 
7.2.1 Viabilidad metabólica celular  
La figura 6 muestra la viabilidad de los explantes de tejido tumoral a través del 
tiempo, analizada por el ensayo azul alamar. Los tejidos cultivados a las 48 h tuvieron 
99.3% ±  3.1 de viabilidad con respecto a la viabilidad inicial, corroborando que el 
metabolismo de los tejidos se mantiene sin alteraciones durante su cultivo al menos 
hasta las 48 h, determinando entonces que este tiempo era el óptimo para llevar a cabo 
los ensayos de citotoxicidad. A las 72 h se puede ver un ligero decremento en el 
porcentaje de la viabilidad, con un 84.7% ±  10.2, y es hasta las 96 h donde se puede 
apreciar un descenso significativo de la viabilidad con un porcentaje de 55.1% ±  17.9   
(ܲ < 0.05).  
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Figura 6. Curva de viabilidad de explantes de tejido tumoral mamario. Para determinar el tiempo óptimo 
para los experimentos con los compuestos bioactivos, los explantes fueron cultivados en medio 
DMEM/F12 suplementado por 24, 48, 72  y 96 h. La viabilidad se evaluó mediante el ensayo de Azul 
Alamar. Las barras representan las medias ± desviación estándar de tres experimentos por triplicado. El 
asterisco (*) indica una diferencia estadística significativa (ܲ < 0.05). 
 
7.2.2 Integridad morfológica: Análisis histopatológico.  
Después de 96 h en cultivo, se encontró que la histología típica del tejido tumoral 
se preservó en los explantes tumorales. Como se muestra en la figura 7, en los explantes 
cultivados durante 24, 48, 72 y 96 h, las células neoplásicas retuvieron su morfología 
característica y actividad mitótica. Fue posible identificar microcalcificaciones, tejido 
conectivo fibroso, reacción del estroma desmoplásico, células inflamatorias y tejido 
adiposo; Además, se observaron células mitóticas en los puntos de todos los tiempos. 
Estos resultados (como se muestra en la figura 7) confirman que los explantes de cáncer 
de mama se mantuvieron viables y proliferando activamente durante las 96 h de cultivo. 
 
7.2.3 Proliferación celular (Expresión de Ki 67 por inmunohistoquímica) 
El índice de proliferación de los explantes cultivados fue mayor al 50% durante 
todos los tiempos de incubación analizados (24-72 h) al compararlo con el tejido normal 
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y el tejido tumoral (controles negativo y positivo, respectivamente). Este resultado 
corresponde a un alto índice de proliferación y sugiere que el tejido permanece viable y 
proliferando activamente durante las condiciones de cultivo ex vivo (ver figura 8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Integridad morfológica de los explantes de tejido tumoral cultivados ex vivo.  Los hallazgos 
histopatológicos del tejido tumoral al tiempo cero (basal) y los tejidos cultivados durante los diferentes 
tiempos en medio DMEM/F12 suplementado mostraron que el tejido se mantiene viable. Esto al observar 
células en mitosis activa (M), reacción desmoplásica (DR) adyacente a las células tumorales, y la 
presencia de células inflamatorias (flechas). Todas estas características son típicas del tejido tumoral (a) 0 
h, (b) 24 h, (c) 48 h, (d) 72 h y (e) 96 h en cultivo, respectivamente. Tinción HyE (40x). 
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Figura 8. Expresión nuclear del marcador de proliferación Ki 67 en explantes de cáncer de mama 
cultivados. Imágenes representativas que muestran que más del 40% de las células neoplásicas  expresan 
Ki 67 en todos los tiempos. El índice de proliferación es considerado como “alto” cuando >20% de las 
células son positivas para este marcador. (a) Tejido mamario normal (control negativo); (b) tumor 
mamario (control positivo); (c), (d) y (e) explantes de tejido tumoral cultivados por 24, 48 y 72 h, 
respectivamente. Tinción inmunohistoquímica (10x). 
 
 
7.3 Efecto de los compuestos bioactivos y paclitaxel sobre explantes de tumor 
mamario 
Con el fin de asegurarse de que los explantes de tumores de mama respondieran 
al tratamiento ex vivo con ácido cafeico, ácido ursólico y ácido rosmarínico, se evaluó 
primero la actividad metabólica de los explantes a las 48 h de incubación con distintas 
dosis de paclitaxel (5, 10, 15 y 20 µg/ml), obteniendo, como se esperaba, una curva 
dosis-respuesta de citotoxicidad, directamente proporcional a la concentración del 
paclitaxel (ver figura 9).  
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Tomando como base estos resultados se seleccionó la concentración de 20 µg/ml 
de paclitaxel, ya que redujo la viabilidad tumoral a menos del 50% (ܲ < 0.05), para 
utilizarla en los ensayos (control positivo) como actividad antineoplásica de referencia.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Efecto del paclitaxel sobre la viabilidad de explantes de tumor. Los explantes de tumor mamario 
fueron cultivados por 48 h con diferentes concentraciones de paclitaxel. La viabilidad se evaluó a los 
tiempos indicados utilizando el ensayo de Azul alamar. Las barras representan las medias ± desviación 
estándar de tres experimentos por triplicado. El asterisco (*) indica una diferencia estadística significativa 
(ܲ < 0.05).   
 
En el caso del efecto de los compuestos bioactivos sobre la viabilidad de los 
explantes de tumor mamario, las concentraciones iniciales para ácido cafeico, ácido 
ursólico y ácido rosmarínico fueron de 11-33, 20-60 y 20-60 µg/mL, respectivamente. 
Estas concentraciones no fueron citotóxicas ya que los explantes permanecieron viables 
y también se conservó la estructura histológica intacta. Debido a esto, fue necesario 
incrementar las concentraciones experimentales de ácido cafeico y ácido ursólico a    
100 µg/mL y de ácido rosmarínico a 120 µg/mL. Al comparar la estructura histológica 
de los explantes tumorales no cultivados (tumor original) con la de los explantes 
cultivados por 48 h sin ningún tratamiento, se observó neoplasia pobremente 
diferenciada con células neoplásicas sin patrón específico, las cuales mantuvieron su 
viabilidad. Sin embargo, cuando los explantes cultivados en presencia de paclitaxel solo 
y con las combinaciones de paclitaxel mas compuestos bioactivos, se observaron áreas 
* 
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diseminadas de necrosis así como una marcada reducción (más del 40%) en la población 
de células neoplásicas (figura 10). Estos resultados sugieren un posible efecto 
antineoplásico de los compuestos bioactivos, reforzado cuando se combinan con 
paclitaxel.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Efecto de los compuestos bioactivos y sus combinaciones con paclitaxel en cultivos de 
explantes de cáncer de mama. Los explantes del control a cero horas (a) y el control sin tratamiento 
cultivado durante 48 h (b) muestran neoplasia invasiva pobremente diferenciada sin evidencia de áreas de 
necrosis tumoral. Por el contrario, en explantes incubados con paclitaxel (c) y sus combinaciones con 
ácido cafeico (d), ácido rosmarínico (e), y ácido ursólico (f), se observó una respuesta patológica evidente, 
que se refleja principalmente como una disminución notable de las células neoplásicas (40-80%) que 
puede ser apreciada como áreas extensas de necrosis inducidas por tratamientos (líneas punteadas) Tinción 
HyE (10x). 
 
 
 
Además, mediante el análisis de la actividad metabólica de los explantes cuando 
se incubaron con estas nuevas concentraciones, se observó, como se esperaba, que las 
muestras individuales de cada paciente respondieron de manera diferente a los 
compuestos ensayados. El ácido cafeico fue el más eficaz en el paciente A, reduciendo 
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la viabilidad tumoral a 67.2%, mientras que la combinación de paclitaxol + ácido cafeico 
disminuyó la viabilidad a 17,1%. Asimismo, el ácido cafeico fue el compuesto más 
activo contra el tumor del paciente B, en el que la viabilidad se redujo a 32.5%; también, 
la combinación con paclitaxel tuvo un efecto importante en la viabilidad, con una 
reducción a 20.2%. En contraste, ninguno de los compuestos tuvo un efecto citotóxico 
contra la muestra del paciente C; sin embargo, se observó una marcada reducción de la 
viabilidad cuando se ensayaron compuestos individuales combinados con paclitaxel. 
Interesantemente, todos los compuestos ejercieron un efecto sinérgico, mejorando la 
toxicidad tisular de paclitaxel en las tres muestras de tumor (figura 11).  
 
Adicionalmente, la citotoxicidad del paclitaxel solo y de las combinaciones con 
compuestos bioactivos se evaluó a través de la liberación de la enzima citosólica LDH 
en los sobrenadantes de los medios de cultivo en el que se cultivaron los explantes 
tumorales. Como se muestra en los datos, la combinación de paclitaxel + ácido cafeico 
indujo un aumento de la LDH liberada de 1.42 y 1.80 veces en los explantes tumorales 
de los pacientes A y B, respectivamente, en comparación con el control no tratado. Para 
el paciente C, la combinación de paclitaxel + ácido rosmarínico indujo un incremento de 
2.34 veces (figura 12). Estos valores fueron estadísticamente significativas (ܲ < 0.05).  
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Figura 11. Efecto de los diferentes tratamientos sobre la viabilidad de los explantes de tumor de tres 
muestras a las 48h de cultivo. (CTRL: control, CA: ácido cafeico, RS: ácido rosmarínico, UR: ácido 
ursólico TX: paclitaxel y las combinaciones CATX: paclitaxel + ácido cafeico, RSTX: paclitaxel + ácido 
rosmarínico, URTX: paclitaxel + ácido ursólico). Las barras representan las medias ± desviación estándar 
de tres experimentos por triplicado. El asterisco (*) indica una diferencia estadística significativa (ܲ < 
0.05). 
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Figura 12. Efecto de las combinaciones de paclitaxel-compuestos bioactivos sobre la LDH liberada. 
(CTRL: control, CA: ácido cafeico, RS: ácido rosmarínico, UR: ácido ursólico TX: paclitaxel y las 
combinaciones CATX: paclitaxel + ácido cafeico, RSTX: paclitaxel + ácido rosmarínico, URTX: 
paclitaxel + ácido ursólico). Las barras representan las medias ± desviación estándar de tres experimentos 
por triplicado. El asterisco (*) indica una diferencia estadística significativa (ܲ < 0.05). 
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8. DISCUSIÓN 
 
El objetivo de este estudio fue demostrar el uso del cultivo organotípico ex vivo 
de explantes de tumor de mama humano como un modelo alternativo para la evaluación 
de compuestos naturales con potencial antineoplásico. La característica más importante 
de estos explantes es que se obtienen a partir de rebanadas de tejido tumoral mamario 
que poseen un tamaño y grosor definido. Este es un modelo interesante que permite el 
estudio de los diferentes aspectos del cáncer. Tiene todas las ventajas de las rebanadas 
de tejidos típicas y también contribuye a la disminución significativa en el número de 
animales utilizados en la experimentación (de Graaf et al. 2010; Carranza-Rosales et al. 
2010). Además, permite la optimización de la cantidad de tejido disponible y favorece la 
realización de un gran número de ensayos que capturan muchos aspectos de la 
heterogeneidad y complejidad tumoral (Hickman et al. 2014). Una de las dificultades 
que enfrentamos durante la preparación de las rebanadas de tumor de mama fue la 
viscosidad o la consistencia muy blanda de algunos tumores; Así, con base en este hecho, 
dos de las 11 muestras fueron descartadas. Esta desventaja se correlacionó con lo 
reportado por otros investigadores (Diallo et al. 2011; Holliday et al. 2013).  
  
Para estar seguros de que este sistema es confiable y adecuado para evaluar el 
efecto de estos compuestos bioactivos, el paso más crítico era mantener la viabilidad de 
los explantes durante las condiciones de cultivo ex vivo y durante el tratamiento 
posterior con estos compuestos. Para monitorizar la viabilidad, se utilizó el ensayo de 
AB, ya que es un método sencillo y asequible que permite la evaluación de la viabilidad 
celular mediante la adición de reactivo AB directamente al medio de cultivo. El 
compuesto activo de AB es la resazurina, que se reduce a resorufina a través del 
metabolismo mitocondrial en la vida las células. Además, el ensayo de AB no requiere 
pasos adicionales como otras pruebas de viabilidad, en las que es necesario lisar células 
o dañar las membranas con el fin de liberar el metabolito reducido (Pirnia et al. 2006; 
Horev-Azaria et al. 2013). Este ensayo proporciona mediciones fiables del número de 
células metabólicamente activas y es uno de los métodos más utilizados para evaluar la 
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proliferación celular. Otras ventajas incluyen su naturaleza homogénea, la estabilidad de 
la señal generada, alta sensibilidad, compatibilidad con los instrumentos de absorbancia 
o fluorescencia y diferentes modelos biológicos, y también la seguridad para el usuario y 
el medio ambiente (Ramirez et al. 2010; Rampersad 2012). 
 
Los resultados de análisis histopatológico y azul alamar demuestran que tanto la 
actividad metabólica como la integridad morfológica se conservaron durante al menos 
72 h (figuras 6 y 7). Por otro lado, el análisis inmunohistoquímico de Ki 67 mostró que 
la proliferación celular se mantuvo estable durante el período experimental. Ki 67 es un 
marcador de proliferación fuertemente asociado con las células en mitosis durante el 
ciclo celular (Yerushalmi et al. 2010). El índice de proliferación de las células de cáncer 
en los explantes cultivados fue >40% en todos los tiempos analizados, lo cual se 
considera "alto", según los criterios aceptados (ver figura 8) (Veronese et al. 1993) y es 
similar a los informes de otros autores, que llevaron a cabo pruebas de toxicidad 
selectiva en tejido de cáncer de mama y fueron capaces de mantener la viabilidad y la 
proliferación durante 24 h (Milani et al. 2010) y 96 h (van der Kuip et al. 2006; 
Sonnenberg et al. 2008) o hasta 7 días (Holliday et al. 2013). Con el fin de validar la 
utilidad del modelo, se incubaron los explantes de tumor mamario con diferentes 
concentraciones de paclitaxel, un fármaco antineoplásico bien conocido. Como era de 
esperar, una curva de dosis-respuesta se observó (figura 9). Con los resultados 
provenientes de tres muestras de tumor diferentes, se utilizaron 20 µg/ml como control 
positivo en los siguientes estudios.  
 
   Después, tres experimentos independientes se llevaron a cabo para poner a 
prueba el efecto de ácido cafeico, ácido ursólico, y ácido rosmarínico, que son 
compuestos de origen natural cuyas propiedades anticancerígenas y quimiopreventivos 
se han reportado anteriormente (Berdowska et al. 2013; Link et al. 2010; Lee y Zhu 
2006; Yeh et al. 2010; Shan et al. 2011; Kampa et al. 2004; Bishayee et al. 2011;  
Paluszczak et al. 2010). Las concentraciones primeramente utilizadas se seleccionaron 
tomando como base de los valores de IC50 reportados en líneas celulares (Viveros-
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Valdez et al. 2010; Kassi et al. 2009; Neto et al. 2000); sin embargo, no se observó un 
efecto citotóxico sobre los explantes de tejido tumoral. Esto se puede atribuir a las 
diferencias entre los cultivos celulares in vitro y los explantes de tejido, porque en los 
explantes de tejido hay más de un estirpe de células interactuando entre sí y con los 
componentes de la matriz extracelular. Es bien conocido que la matriz extracelular y el 
microambiente tumoral protegen a las células neoplásicas de los agentes citotóxicos 
(Morin 2003). Cuando aumentamos las concentraciones de los compuestos bioactivos a 
100 µg/ml para ácido cafeico y ácido ursólico y 120 µg/ml para ácido rosmarínico, se 
encontró que el ácido cafeico tuvo el mayor efecto, disminuyendo la viabilidad del 
tumor (figura 11). La concentración utilizada para ácido cafeico, así como los resultados 
observados, fue similar a los descritos por Chang et al. (2013), quien reportó que indujo 
la apoptosis y una disminución de la viabilidad en células de cáncer gástrico.  
 
Con respecto al efecto sinérgico entre los compuestos bioactivos y paclitaxel, hay 
varios informes donde se utilizaron líneas celulares y combinaron agentes 
antineoplásicos con extractos de compuestos fenólicos, tales como UR y RS, que 
mejoraron la eficacia de los tratamientos. Estos resultados sugieren un gran potencial 
para el uso de compuestos naturales, cuando son añadidos junto a paclitaxel u otro 
agente antineoplásico, con el propósito de reducir la dosis, y los efectos secundarios 
asociados con la quimioterapia, sin sacrificar resultados terapéuticos (Luo et al. 2010; Li 
et al. 2010; Chen et al. 2010; González-Vallinas et al. 2013).  
 
Además de los mencionados anteriormente, la realización de este tipo de estudios 
en modelos organotípicos ex vivo, como el utilizado en este trabajo, que asemejan más 
estrechamente el escenario in vivo, podría ser más útil para la extrapolación de los 
resultados en los seres humanos. Un factor importante a considerar es el tiempo de la 
administración del compuesto bioactivo al tejido, que puede ser hecho antes, durante, o 
después de la incubación con el agente antineoplásico. En nuestro caso, se coincubaron 
los explantes tumorales en presencia de compuestos naturales más paclitaxel basado en 
los puntos experimentales que definimos previamente; sin embargo, nuevos ensayos 
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pueden ser diseñados con un pre-tratamiento o post-tratamiento de tejidos con diferentes 
compuestos y agentes antineoplásicos. 
 
Cuando se estudiaron combinaciones de ácido cafeico, ácido rosmarínico y ácido 
ursólico más paclitaxel, el ácido cafeico actuó sinérgicamente con este fármaco 
antineoplásico ya que la viabilidad fue menor que la obtenida con paclitaxel solo (figura 
11). Este resultado es diferente de los reportados por Lin et al., quienes encontraron que 
el ácido cafeico a 100-150 µM indujo un ligero aumento en la proliferación de células de 
cáncer de pulmón A549 y H1299 y que el pre-tratamiento de las células con este agente 
bioactivo las protege de la inhibición del crecimiento cuando se incuban con paclitaxel 
(Lin et al. 2012). Esta discrepancia en los resultados puede atribuirse a la diferencia de 
modelos biológicos (líneas de células versus a explantes tumorales), el pretratamiento 
utilizado, y también el hecho de que las concentraciones de ácido cafeico eran diferentes. 
Por otro lado, el ácido rosmarínico indujo un daño a la membrana más pronunciado 
cuando se coadministró con paclitaxel en la muestra del paciente C (figura 12). Aunque 
el sinergismo entre ácido cafeico y paclitaxel fue el más fuerte, para todos las 
combinaciones con los compuestos se observó una respuesta sinérgica en la reducción 
de la viabilidad tumoral en comparación con los compuestos solos (figura 11).  
 
La relación entre la viabilidad y los datos de citotoxicidad fue discreta, ya que, 
aunque es posible observar que a menor porcentaje de viabilidad la liberación de LDH 
incrementa, los valores de LDH son relativamente bajos teniendo en cuenta que la 
viabilidad se redujo hasta un promedio de 18% en las sinergias entre paclitaxel + ácido 
cafeico en los pacientes A y B y paclitaxel + ácido rosmarìnico en el paciente C; por lo 
tanto, se esperaría que los niveles de LDH fueran más elevados. Una posible explicación 
de este hecho es que una inactivación parcial de la enzima podría haber ocurrido en el 
medio de cultivo, como se ha reportado (Lash y Zalups 1992; Kendig y Tarloff 2007; 
Hohnholt et al. 2014; Tulpule et al. 2014). Otra posibilidad es que algunos compuestos 
naturales que tienen efectos antioxidantes protegen a las células y previenen la 
liberación de LDH. Por ejemplo, da Silva Morrone et al., encontraron que los extractos 
44 
 
de hojas de Passiflora manicata protegen del daño inducido por las especies reactivas de 
oxígeno, y la liberación de LDH se redujo significativamente en rebanadas de hígado de 
rata (da Silva et al. 2013). Por otro lado, Liu et al. (2015), encontraron que los 
lipopolisacáridos obtenidos a partir de Lycium barbarum inhibieron la elevación de las 
enzimas hepáticas, entre ellas, LDH en rebanadas de hígado expuestas a tetracloruro de 
carbono (Liu et al. 2015). Lo que podría explicar mejor los hallazgos encontrados en 
nuestro estudio debido a que estos autores también utilizaron rebanadas de tejido, 
mientras que, en los reportes mencionados anteriormente, se utilizaron cultivos celulares. 
Por otro lado, como se ha descrito en la introducción, los compuestos bioactivos que 
utilizamos tienen propiedades antioxidantes. Estos hallazgos sugieren que la 
inactivación o inhibición de LDH puede ser más común de lo que se pensaba, y es 
necesario ser más conscientes de esto en el momento de seleccionar la liberación de 
LDH como criterio de valoración de la citotoxicidad. 
 
Hablando en conjunto, la variabilidad en los resultados obtenidos se debe 
posiblemente al hecho de que el tumor de cada paciente se comporta de manera diferente 
ante los medicamentos contra el cáncer, que a su vez se debe en parte a la extensa 
heterogeneidad intratumoral presente en cada tumor individual (Mestres et al. 2006; 
Gerlinder et al. 2012).  
 
Con respecto a la última declaración, desde 1950, se han reportado respuestas 
diferenciales a los mismos fármacos en pacientes con el mismo tipo histológico de 
cáncer, incluyendo los efectos secundarios adversos (Eichelbaum et al. 1975). Estas 
diferencias se han estudiado a través de los años y hoy es un hecho aceptado que la 
respuesta individual a los fármacos (resistencia o sensibilidad) depende, entre otros 
factores, de los mecanismos de la enfermedad (farmacodinámica), el metabolismo de la 
droga en los pacientes (farmacocinética), la heterogeneidad intratumoral, y las complejas 
vías de señalización, muchas de los cuales aún se desconocen (Gerlinder et al. 2012; Ge 
et al. 2012; Marquette y Nabell 2012). Todas estas variaciones se reflejan en la 
heterogeneidad intratumoral debido a factores que causan la inestabilidad genómica 
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(Conde et al. 2012; Gerlinder et al. 2012). La heterogeneidad intratumoral y el 
microambiente tumoral se conservan en el modelo ex vivo propuesto, y es posiblemente 
una de las razones por las que la respuesta a los compuestos bioactivos es diferente en 
las muestras de los pacientes, incluso cuando tenían cáncer de mama en la misma etapa 
clínica, el mismo tipo histológico, pero diferente clasificación molecular. 
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9. CONCLUSIONES 
 
En conclusión, nuestros resultados muestran que el cultivo organotípico de 
explantes de cáncer de mama, preparados a partir de rebanadas de tejido tumoral, 
ofrecen un modelo alternativo para la evaluación ex vivo de nuevos compuestos con 
potencial anticancerígeno, analizando incluso el posible efecto sinérgico con 
antineoplásicos conocidos.  
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10. PERSPECTIVAS 
 
Este modelo abre las perspectivas para estudiar los efectos biológicos del 
tratamiento convencional y estrategias innovadoras en la investigación del cáncer de 
mama y para analizar diferentes mecanismos de la carcinogénesis en otros tumores 
humanos. 
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